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Vecteur viral, codant pour une glycoproteine du 
virus responsable du S.I.D.A-, vaccin et anticorps. 



La presents invention concerne plus particu- 
liferement un vaccin destine ^ la prevention du S.I.D.A., 

Le syndrome d' immunod^f icience acquise 
(S.I.D-A.) est une affection virale qui pr^sente main- 
5 tenant une importance majeure en Am^rique du Nord, en 

Europe et en Afrique centrales 

Les estimations r^centes suggferent que environ 
1 Million d'Amdricains peuvent avoir 6t6 exposes au 
virus du S.I.D.A* Les individus affect^s pr6sentent 
10 une immunoddpression s^vfere et la maladie est, en gene- 

ral, fatale. 

La transmission de la maladie s'effectue le plus 
souvent par contact sexuel , bien que les personnes 
utilisant des stup^fiants par voie intraveineuse repr6- 
15 sentent 6galement un groupe k haut risque ; d' autre 

part, un grand nombre d' individus ont 6t6 infectds par 
ce virus aprfes avoir regu du sang ou des produits san- 
guins contaminds. 

L' agent causal de cette affection est un r^tro- 
20 virus. De nombreuses affections animales ont attri-,, 

bu^es auxrdtrovirus, mais c'est seulement r^cemment que 
des retrovirus affectant des hommes ont pu etre d^crits* 

Alors que des retrovirus des cellules T humaines 
(HTLV: human T leukemia virus) de types I et II ont ite 

25 impliques corame agent causal de certaines leuc^mies des 

cellules T chez les adultes, le retrovirus associe k des 
lymphadenopathies (virus LAV) , qui est egalement appeie 
virus KTLV III ou A, I. D.S. -related virus (ARV) , est main- 
tenant couramment accepte comme 1* agent responsable du 

30 S.I.D.A. 

Le genome du retrovirus LAV a ete caracterise 
de fagon trfes complete (Wain-Hobson et al., 1985 ; 
Ratner et al., 1985 ; Muesing et al., 1985 ; Sanchez- 
Pescador et al.^ 1985) et des informations sur la se- 
35 quence indiquent une relation etroite avec le groupe des 
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lentivirus, Les lentiviruS/ dont le prototype est le virus 
ovin Visna, sont les agents de maladies it progression 
trfes lente et qui pr^sentent typiquement une pdriode 
d' incubation prolong^e. Le LAV et le virus Visna par- 
5 tagent de nombreuses similarit^s r en particulier dans 

leur tropisme pour le tissu neural. 

Par analogie avec d'autres retrovirus bien 
connus, les trois plus importantes parties du gdnome 
du LAV ont 6t4 d^signdes par gag , pol et en v . La sequence 
10 du gfene env incluant la sequence de la gp120 et de la gp41 

r6vhle des caract^ristiques qui dtaient attendues d'une 
glycoprot^ine d'enveloppe transmembranaire et 1* identity 
du pr^curseur de la protdine env/ gpl 60,constitu6 par la 
gpl2o et la gp4 1 , a it6 confirmee par un s^quengage direct 
15 des acides amines. 

Dans ce qui suit, la gp41 sera parfois d^nomm^e 
gp40 ou gp 42. 

Des anticorps dresses centre la prot^ine env 
gp160 et ses produits de clivage gp120 et gp41, sont 
20 commundment d^tectds dans le s^rum de patients ayant le 

S.I.D.A., et la glycoproteine env represente I'antigfene 
de surface majeur du virus du S.I^D.A. 

La prot^ine env est ainsi le candidat le plus 
prometteur pour d^velopper une strat^gie de vaccination, 
25 c'est pourquoi 1' attention a 6t6 concentrde sur cette 

protdine et sur sa sequence codante. 

Un grand nombre de groupes ont rapport^ 1' ex- 
pression de la protdine env dans les bact^ries* Toute- 
fois, 1' absence de glycosylation et de structuration 
30 post-traductionnelle peuvent compromettre le pouvoir 

immunogfene des mat^riaux synthdtis6s par de tels micro- 
organismes^ 

C'est pourquoi la pr^sente invention propose 
d'utiliser comme vecteur d* expression de la prot^ine 
35 env un vecteur viral permettant I'expression de la pro- 

t^ine dans un environnement qui permettra sa glycosylation 
et sa restructuration post-traductionnelle . 
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C'est pourquoi la prdsente invention concerne 
un vecteur viral caract6ris6 en ce qu'il comporte tout 
ou partie du g^ne env du virus responsable du S.I.D.A* 
Parmi les vecteurs viraux utilisjbles, il faut 
5 citer plus particuliferement les poxvirus, et notamment 

le virus de la vaccine (W) . 

Le virus de la vaccine est un virus h ADN double 
brin qui a 6t6 utilise trfes largement dans le monde 
entier pour contrOler et 6radiquer la varlole. Des d6ve- 
10 loppements techniques r^cents ont permis le ddveloppeitient 
de ce virus comme vecteur de clonage et des virus recom- 
binants vivants ont permis d*exprimer des antigfenes etran- 
gers et meme d'obtenir des immunisations contre diffdren- 
tes maladies virales ou parasitalres. 
15 Ainsi, plusieurs groupes ont r6cemment mis en 

Evidence 1 'utilisation de recombinants de ce type pour 
exprimer i'antigfene de 1* Influenza, de 1 'hepatite B et 

la glycoprot^ine de la rage pour immuniser contre ces 
maladies (Smith et al., 1983 ; Panicali et al. , 1983 ; 
20 Kieny et al. , 1984) • 

L' expression d'une sequence codant pour une 
prot^ine ^trangfere par le virus de la vaccine (W) impli- 
que n^cessairement deux Stapes : 

1 ) la sequence codante doit etre align^e avec un promo- 
25 teur de W et etre ins^rde dans un segment non 

essentiel de I'ADN de W, clon6 dans un plasmide 
bact^rien appropri^ ; 

2) les sequences d'ADN de W situ^es de part et d* autre 
de la sequence codante doivent permettre des recom- 

30 binaisons homologues in, vivo entre le plasmide et le 

gdnome viral ; une double recombinaison r^ciproque 
conduit k un transfert de 1* insert d'ADN du plasmide 
dans le gdnome viral dans lequel il est propagd et 
exprim^ (Panicali et Paoletti, 1982 ; Mackett et al. 

35 1982 ; Smith et al., 1983 ; Panicali et al., 1983). 
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Bien entendUr 1 'utilisation de ce type de vec- 
teur implique souvent une ddl6tion partielle du genome 
du virus vecteur. 

La prdsente invention concerne plus part:^culife- 
5 rement un vecteur viral caractdris6 en ce qu'il comporte 
au moins : 

- une partie du genome d'un virus vecteur, 

- un gfene codant pour I'une des glycoprotdines 

(gp) de I'enveloppe du virus responsable du SIDA, 
10 - ainsi que les 616ments assurant 1 'expression de 

cette glycoprotdine dans des cellules. 
L' invention concerne dgalement les ADN recombinants 
correspondant auxdits vecteurs viraux. 

II convient de remarquer que les glycoprotdines (gp) 
15 de I'enveloppe du virus responsable du SIDA sont au nombre de 

3, d6sign6es par leur masse en kDA, i savoir la gp160, la gp12Q 
et la gp41 ; la premiere, gp160, est en fait le pr^curseur des 
deux derniferes prot^ines. Ces denominations ne sont pas encore 
fig^es et la gp41 est parfois appel6e gp40 ou gp42 mais les 
20 differences de masse font que ces 3 glycoprot^ines sont par-- 
faitement identif iables , quelle que soit leur denomination. 

Par virus responsable du SIDA, on entend notara- 
ment designer le virus LAV/ le virus HTLV III ou ARV, 
de m§me que d'dventuels mutants ponctuels ou des d61&- 
25 tions partielles de ces virus , ainsi que les virus 
apparentds . 

Les vecteurs viraux, dans la partie correspondant 
au gdnome du virus vecteur (distinct du virus responscible 
du S.I.D.A.)/ peuvent Stre constituds ^ partir du gdnome 
30 d'un virus d'origine quelconque. Toutefois, on prdfferera 

utiliser une partie du genome d'un poxvirus et plus parti-- 
culiferement une partie du genome de la vaccine • 

Les conditions ndcessaires pour 1 'expression 
d*une protdine hetdrologue dans le virus de la vaccine 
35 ont 6t6 rappeldes precedemment* 
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De fagon gin^rale , le gfene en cause, par exemple le 
gfene env, devra, pour pouvoir Stre exprimd, Stre sous la 
d^pendance d*un promoteur d'un qhne de la vaccine, ce promoteur 
sera en g^ndral le promoteur de la prot^ine 7,5K de la vaccine, 

- 5 En outre, la sequence codante devra §tre clonde dans un gene 

non essentiel de la vaccine qui pourra ^ventuellement servir 
de g^ne marqueur .Dans la plupart des cas , il s'agira du g^ne TK 

Parmi Ics glycoprot^ines de I'enveloppe que I'on 
souhaite voir exprimerr il faut citer les trois protdines 
10 mentionndes pr^c^demment , i savoir la gp 160, la gp 41 et 

la gp 120. 

De fagon g^ndrale, on pr^fferera faire exprinier 
le g^ne d'enveloppe complete/ c'est-i-dire le g^ne env 
comportant la sequence signal et la sequence transiuembra- 
15 naire de ce gfene, 

Les premiers essais conduits avec un vecteur 
viral dans lequel a 6t^ clon6 le g^ne codant pour la 
prot^ine env totale a conduit h proposer des modifica- 
tions de ce gfene pour am^liorer 1 ' immunog^nicitd des 
20 produits d ' expression. 

On a constat^ un relargage ' 
important de la protdine env dans les surnageants de 
culture (relargage qui se produit, probablement in vivo, 
dans les liquides circulants) . Ceci peut etre du Sl un ' 

25 mauvais accrochage de la prot^ine dans la membrane cellu- 

laire ; on sait en outre que la presentation des anti- 
gfenes cl la surface des cellules est trfes importante pour 
1' induction d'une r^ponse immunitaire avec le systfeme 
vaccine. On propose done de modifier le gfene env de fagon 

30 ^ amdliorer I'ancrage de la glycoprotdine dans la mem- 

- brane cellulaire. 

Pour ce faire, le gfene env pourra Stre modifid 
au niveau de sa partie codant pour la zone transmembra- 
naire afin de remplacer le codon correspondant k une 
35 arginine par un codon correspondant i une isoleucine. 
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II existe ^galement une possibility d'amdliorer 
I'ancrage en remplagant et/ou en ajoutant ci la zone 
transmembranaire de la prot^ine env la zone transmembra- 
naire d'un virus h^tdrologue, par exen-.ple la zone trans- 
membranaire de la gp du virus de la rage. 

De plus, il se pourrait que la prot^ine ne soit 
pas bien assemblde ^ la suite de son expression- En effet, 
le peptide signal est assez atypique, et pourrait nuire 
k 1 'exportation complete de la prot^ine, C'est pourquoi 
il est proposd de remplacer et/ou d'ajouter une sequence 
signal qui provienne d'un virus hdtdrologue, par exemple 
la sequence signal de la gp du virus de la rage. 

Enfin, il semble que c'est la gp 120, plutSt 
que la gp 160, qui est relargu^e par les cellules. Elle 
peut, d'une part, fournir un leurre pour le systfeme immu- 
nitaire., d' autre part en accord avec des donndes rdcentes, 
aller se fiker sur les cellules T4, ce qui pourrait avoir 
pour effet d'inactiver les cellules T4 ou de les faire 
apparaitre comme ^trangferes aux autres cellules T. 

II peut done etre int^ressant d'obtenir une 
protdine env gp 120 qui ne puisse pas etre relargude. 
Ceci est effectu^ en modifiant le gfene env entre les 
sequences codantes de la gp 120 et de la gp 41 pour 
supprimer les sites de clivage par les proteases situd 
entre la gp 120 et la gp 41 en particulier par la suppression 
du site REKR. 

Dans les plasmides selon 1* invention, on effectue au 
luoins une mutation supplementaire dans un site correspondant 
a une sequence KRR situee 8 aminoacides en aval de la sequen- 
ce REKR, La gpl60 ainsi obtenue n'est plus clivee. 

Les vecteurs selon la presente invention comportent 
egalement une sequence codant pour la gp41 depourvue de la 
sequence correspondant a son peptide N- terminal hydrophobe 
dont on pense qu'il pourrait etre responsable du pouvoir 
syncitial de la proteine env c'est-a-dire la capacite pour le virus de fair 
fusionner les cellules et d'obtenir une cellule geante ou syncitium. 
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Enfin, la presente invention concerne des vecteurs 
viraux dans Lesquels les regions extracytoplasmique et intra 
cytoplasmique de la gpl60 sont fusionnees en phase aprSs 
deletion du peptide hydrophobe C-terminal ce qui peraet d*ob 
5 tenir une secretion de la glycoproteine. 

De fa^on generale, les vecteurs viraux selon 1* in- 
vention comportent une sequence codant pour l*une des prote- 
ines suivantes : 

J 

- S - gpl20 gp40 - (tm) - 

10 . S est un peptide signal, 

. gpl20 est la glycoproteine 120, 

. J schematise la partie de jonction entre la gpl20 et la 

gp40 depourvue de site de clivage par les proteases, 
. gp40 est la glycoproteine 40, 
15 . tm est un peptide transmembranaire 

ou bien encore pour une proteine de structure : 

- S - gp40 - tm 

ou 

- S- gpl20 - tm 

Le peptide signal et la sequence transmembranaire 
20 peuvent etre ceux du virus responsable du SlDh ou bien etre 

heterologues, en particulier provenir du virus de la rage 

ou du VSV ou de tout virus a enveloppe. 

La gp40 peut eventuellement etre depourvue de son 
extremite N-terminale hydrophobe. 
25 La premifere invention concerne principalement 

1' utilisation de vecteurs viraux pour I'obtention des 
glycoprotdines cod^es par le gkne env du virus LAV dans 
des cultures cellulaires, II s'agit done dans un premier 
temps de cellules de nammifferes qui ont 6t6 infect^es par 
30 un vecteur viral selon 1" invention ou bien qui peuvent con- 

tenir 1*ADN recombinant correspondant ; parmi ces cellules, 
il faut citer plus particuliferement les cellules diploides 
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humaines, des cultures primaires ainsi que les cellules Vero. 
Bien entendu, 11 est possible de pr^voir d'autres types de 
cellules comzne cela ressortira d'ailleurs des exemples ci-apr^s 
Les glycoprot^ines ainsi obtenues peuvent §tre 
5 utilisdes aprfes purification pour la realisation de 

vaccins . 

II est dgalement possible de pr^voir 1' utili- 
sation directe des vecteurs viraux selon 1' invention 
afin d'effectuer une vaccination, les glycoprotdines 
10 dtant alors produites in situ et in vivo > 

II est interessant de prevoir 1* utilisation associee 
de plusieurs agents vaccinants administres con jointement ou 
separement / en particulier les agents vaccinants correspond 
dant aux vecteurs exprimant separement la gpL20 et la gp40 
15 ayant subi la modification decrite precedemment . Par exemple, 

il peut etre interessant d'utiliser con jointement les agents 
vaccinants issus des vecteurs 1136 et ^138 qui seront decrits 
ci-aprfes . 

Enfin, la pr^sente invention concerne ^galement 
20 les anticorps dresses centre les glycoproteines pr6cd- 

dentes obtenus par infection d'un organisme vivant avec 
un vecteur viral tel que decrit prdcddemment et recupe- 
ration des anticorps induits aprfes un temps determine. 

Les techniques mises en oeuvre pour I'obtention 
25 des glycoproteines, les cultures cellulaires et les tech- 

niques de vaccination sont identiques i celles qui sont 
pratiqu^es actuellement avec les vaccins connus et ne 
seront pas d^crites en detail. 

La presente invention sera mieux comprise h la 
30 lecture des methodes et exemples suivants. 

Cinq- figures illustrent les exemples : 
- la figure 1 represente Inaction de I'endo-F 
sur les proteines synthetisees par les recombinants 
WTGeLAV9-1 et WTGeLAV1132 et immunoprecipitees grSce 
35 k un serum anti-LAV, Dans cett figure/ les poids moie- 

culaires sont donnds en kilodaltons, et on represente 
par : 
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P, le culot cellulaire 
S, le surnageant 

u, les produits obtenus sans traitement 
5 . e, les produits obtenus aprfes traitement 

^ I'endo-F. 

- La figure 2 repr^sente la reconnaissance des 
prot6ines du virus LAV par les sdrums de souris vacci- 
n^es avec le recombinant WTGeLAV9-1 . Dans cette figure r 
10 T reprdsente les cas oh le sdrum utilise est celui d'un 

malade atteint de SIDA. Les poids moldculaires sont ex- 
primds en kdaltons, 

- La figure 3 reprdsente 1 • iimunoprdcipitation 
des prot6ines synthdtisdes par les virus de la vaccine 
^5 recombinants portant le g%ne env. Dans cette figure, 

les poids moldculaires sont en kDaltons. 

- la figure 4 represente une immunoprecipitation des prote- 
ines synthetisees par les virus recontibinants W.TG.eLAV 
1135, 1136, 1137 at 1138, 

20 

Le virus 113 5 synthetise une gpl60 qui n* apparait pas dans 
le surnageant de culture. 

En ce qui concerne les virus 1136 et 1138, ils produisent 
25 des proteines gpl20 et gp40 respectivement, associees au 

culot cellulaire. 

Le virus 1137 produit une proteine legerement plus petite 
que le virus 1135, avec un PM en accord avec celui atten- 
du. 

30 - la figure 5 represente la structure des proteines eny syn- 

thetisees par les virus recombinants^ 



35 
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S : peptide signal 

li : zone hydrophobe interne 

TM ; zone d'ancrage transnembranaire 

f : site de clivage gpl20/gp40 

5 flP : sequence provenant de la glycoproteine rabique 

METHODES 

Clonaqes : Maniatis et al,, 1982* 
Enzymes : utilisdes selon les prescriptions du 
fournisseur. 

^ Q Mutagdnfese localis^e : m^thode d6riv6e de Zoller 

and Smith, 1983. 

Transfert dans la vaccine : Kieny et al., 1984, 
Seule difference : les cellules humaines 143B 
remplacent les cellules LMTK". 
1 5 Preparation du stock de virus 

Les cellules primaires de poulet "germ free" 
sont infect^es k 0,01 pfu/cellule pendant 4 jours h une 
temperature de '37 ^'C (milieu MEM + 5 % NCS) . 
Purification du virus 
20 On effectue une centrifugation du stock de virus 

ci-dessus pendant 15 minutes h 2 500 tours (Rotor GSA 
Sorvall) . Le surnageant est mis de cote. On reprend le 
culot dans un tampon RSB (Tris HCl 10 nM pH 7,4, KCl 
10 mM, MgCl2 1 itiM) pendant 15 minutes k 4^C. On effectue 
25 un broyage au potter, puis une centrifugation pendant 

15 minutes k 2 500 tours. Le surnageant est ajoute au 
precedent puis on effectue un deuxifeme broyage de la meme 
fagon. 

Tous les surnageants sont deposes sur 10 ml de 
30 coussin de saccharose 36 % (p/v) (Tris 10 mM pE 8). On 

effectue une centrifugation pendant 2 heures ^ 
14 000 tours (Rotor SW28, Beckman) . 

Le culot est repris, dissocie et remis sur un 
deuxifeme coussin identique. Le 2feme culot est repris 
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dans 5 ml PBS et charg^ sur un gradient 20-40 % de 
Saccharose (Tris 10 mM pK 8) (mSme rotor). On effectue 
une centrifugation pendant 45 minutes k 12 000 tours. 
On r^cupfere la bande de virus - Elle est 
5 culott^e par centrifugation pendant 1 heure i 

20 000 tours. Le culot est repris dans du Tris 10 mM 
pH 8. 

Immunoprdcipitations 

On effectue une infection de cellules BHK-21 
10 (boites de 3 cm de diamfetre, 10^ cellules par boite, 

cultivdes en G-MEM + 10 % FCS) ^0,2 pfu/cellule pen- 
dant 18 heures. Le milieu est ddcantd et remplac^ par 
1 ml de milieu sans methionine et 10 ul de methionine 
^^S (Amersham) par boite. 
15 On ajoute un excfes de methionine non radio- 

active aprfes 2 heures. 

A la fin du marquage, on effectue un grattage 
des cellules infectdes, une centrifugation pendant 
1 minute dans une centrifugeuse Eppendorf , une s^para- 
20 tion des fractions surnageant et culot, un lavage du 

culot une fois en tampon PBS, puis une immunoprecipita- 
tion et un gel d' electrophorese (selon Lathe et al., 1980). 
Traitement endo-F 

Aprfes immunoprecipitation des protdines marquees 
25 par un s^rum de malade atteint du SIDA, la fraction protdine-A 
sepharose est reprise dans : 

0,2 M phosphate de Na, pH 6,1 
0,05 % SDS 
0,1 % Nonidet P40 
30 0,1 % Beta-mercaptoethanol 

0,1 % EDTA pH 8 
et bouillie pendant 5 minutes pour ddnaturer les protdines. 

On effectue une incubation pendant 20 heures i 
37^0, avec 4 unites d''Endo-F par ml, puis une pr^cipita- 
35 tion pendant 2 minutes dans la glace avec 1/5 de volume 
de TCA 100 %. On lave le culot 3 fois k 1» acetone 80 %, 
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on ajoute le tampon d * dchantillon et on charge sur gel 
SDS. 

Dosage des anticorps par test ELISA 

- LAV 

5 Utilisation du test ELAVIA (Pasteur-Diagnostic) 

avec un deuxifeme anticorps mouton-antisouris 116 & la 
peroxydase. 

- Vaccine 

Des plaques 96 trous (NUNC) k fond plat sont 
rCT incub^es pendant 18 heures k 37**C avec lo'^pfu de virus 
de la vaccine type sauvage en tampon carbonate, Les 
plaques sont ensuite satur6es avec de la gelatine 0,01 %• 
Les sdrums de souris sont alors adsorb^s sur les plaques 
et on effectue le reste du protocole comme pour I'Elisa 
15 LAV. 

Lectures k 492 nM. 

' EXEMPLE 1 
Construction des plasmides hybrides 
Les tallies combindes des diffdrents ^l^ments 
20 ndcessaires pour letransfert de la sequence codant pour 
le gfene env dans le genome de W et son expression sub- 
s^quente sont de I'ordre de plusieurs Kb. II a done 6t6 
jugd n^cessaire de minimiser la taille du plasmide de 
replication dans E, coli utilise pour le travail de 
25 construction de fagon k faciliter les manipulations 
ndcessaires. 

Le fragment Eindlll (Hin-J) du genome de W 
contient le qhne complet de la thymidine kinase (TK) qui 
a d6jk 6t6 utilise pr6c6demment pour permettre I'^change 
30 et la recombinaison de 1*ADN ins6r6 dans le genome de 
W (Mackett et al./ 1982). II est important de noter 
que le transfert d'un insert dans le gfene TK du genome 
de W cr^e un virus TK deficient qui peut §tre s61ec- 
tionnd. 11 a tout d'abord 6t6 n^cessalre de produire 
35 un plasmide de petite taille portant un site unique 
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Hindlll utilisable pour 1 * integration du fragment Hin-J 
VV. En outre, il 6tait n^cessaire d'dliminer les sequen- 
ces de restriction non n^cessaires du plasmide de fagon 
permettre les manipulations suivantes. 
5 La construction a 6t6 amorc^e h partir du plas- 

mide pML2 (Lusky et Botchan, 1981) qui est un vecteur 
derive du plasmide pBR322 par ddl^tion spontan^e dans 
lequel le segment entre les nucleotides 1089 et 2491 a 
ete perdu. D'abord la sequence de PstI a 6t6 eiiminee 
10 par insertion du fragment Ahalll-Ahalll de pUC8 (Vieira 
et Messing^ 1982) entre deux sites Ahalll de pML2 en 
eiiminant 19 paires de bases. On a utilise la methode 
du "linker-tailing" (Lathe et al., 1984) pour inserer 
un linker Hindlll entre lessites Nrul et EcoRI traite 
15 par SI de ce plasmide / en eiiminant le site BamH I. 

Ceci conduit ^ un plasmide de 2049 paires de bases 
portant le gfene beta-lactamase fonctionnel (conferant 
la resistance ^ 1 ' aitipicilline) et comportant en outre 
une origine de replication active dans E. coli et un 
20 site de restriction unique Hind lll. 

Cette construction a ete appeiee pTGIH. 
Le fragment Hin-J de I'ADN de W portant le 
gfene TK a prealablement ete clone dans un vecteur pro- 
venant de pBR327 (Drillien et Spehner, 1983). Ce frag- 
25 ment de 4,6 Kb a ete redone dans le site Hind lll de 

pTGIH. Un clone a ete seiectionne dans lequel le g^ne 
TK est situe distalement par rapport au gfene codant 
pour la resistance k l*ampicilline. 

Cette construction pTGIH-TK a ete utilisee comme 
30 vecteur dans Inexperience suivante. 

L'etape suivante a ete d'isoler un promoteur 
de W utilisable pour commander 1* expression de la 
sequence codant pour le gfene ^ exprimer. Le promoteur 
d'un gfene precoce codant pour une proteine de 7500 daltons 
35 (7,5 K) a deji ete utilise avec succfes dans un but 
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identique (Smith et al-, 1983) et on a done procddd k 
I'isolement de ce segment. 

Le gfene 7,5 K est situ6 sur I'un des plus petits 
fragments Sail (fragment Sal-S) du genome de W type WR 
5 (Venkatasan et al., 1981). Comme les petits fragments 

sont clones de fagon pr6f 6rentielle , une grande propor- 
tion des clones obtenus par clonage direct de I'ADN de 
W type WR coup6 par Sail dans le plasmide pBR322 porte 
le fragment Sal -S. Ce fragment est transf^r^ sur le 
10 bacteriophage vecteur M13mp701 (voir Kieny et al., 1983), 
par digestion Sail et religation, en conduisant ainsi au 
phage M13TGSal-S. 

Dans ce clone, un site Seal se trouve imm^dia- 
tement ^ proximity de I'ATG d' initiation du ghue 7,5 K. 
15 En aval du gfene 7,5 K se trouvent situds des sites 

uniques BamH I et EcoRI- provenant du vecteur. Les sites 
Bam HI et Sea l sont fusionn^s par 1 ' interm^diaire d*un 
linker Bglll 5' -CAGATCTG-3' aprfes avoir compldt^ les 
extremitds g^n^r^es par digestion BamH I avec le fragment 
2*0 Klenow de la polymerase de E. coli . Ce proc^dd ^limine 
le site Sea l mais reconstitue le site BamH I et d^place 
le site unique Eco RI en aval. En m§me temps, le site 
Sail (AccI) en aval est ^limine, le site Sal I en amont 
devient done unique. 
25 Cette construction est appel6e Ml 3TG 7,5 K. 

A I'intdrieur du fragment Hind-J de I'ADN de W 
se trouvent situ6s des sites Clal et EcoRI qui sont 
s^pards par environ 30 paires de bases (Weir et Moss, 
1983). Le fragment promoteur de 7,5 K present dans 
30 M13TG7, 5K est excisd par Acc I et Eco RI et clon6 entre 
les sites Cla l et Eco RI de pTGIH-TK pour g^ndrer 
pTG1H-TK-P7,5K. 

Cette construction conduit au transfert des 
sites BamH I et EcoRI uniques du vecteur Ml 3 imm^dia- 
35 tement en aval de la sequence du promoteur 7,5K. 
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Ces sites uniques Bam HI et EcoRI sont utilises dans 
la construction suivante- 

Le segment polylinker du bacteriophage 
M13TG131 (Kieny et al., 1983) est excis6 par EcoRI 
5 et Bgl II et ins^r^ entre les sites EcoRI et BamHI 

du plasmide pTG1H-TK-P7 , 5K, gdndrant pTG186-poly. 
Dans cette construction, 10 sites de restriction 
sont disponibles pour le clonage d'un gfene Stranger 
sous le contr61e de P7,5K. 

10 EXEMPLE 2 

Construction du plasmide portant la 

sequence env> 
Afin d'obtenir une sequence codante pour 
env, on effectue tout d'abord 1' assemblage des deux seg- 
15 ments proviraux clones dans les plasmides PJ19-6 et PJ19 

De fagon Si assurer une traduction adequate 
du mARN de env , la sequence de nucleotides autour du 
site d' initiation de la traduction pr^sumde du gfene 
env a ^t^ modifi^e pour s' adapter i la sequence 
20 consensus des gfenes eucaryotes et ceci par une muta- 
g^n^se dirig^e avec un oligonucleotide au voisinage 
de la position 5767, 

Les plasmides PJ19-13 et PJ 19-6 con- 
tiennent des fragments Hind llldu gdnome proviral 
25 de LAV comprenant les nucleotides 1258 h 1698 
et 1698 k 9173 respectivement . 

Un fragment Eco RI- Kpn l de PJ19-13 
(contenant I'ATG d* initiation de env ) a ete 
insere dans le phage M13TG130 et on a effectue 
30 une mutagenfese dirigee avec un oligonucleotide 
(sequence 5'CTCTCATTGTCACTGCAGTCTGCTCTTTC) , 
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pour introduire un site Pst I en amont du codon d' ini- 
tiation de la traduction de env (position 5767) et afin 
de substi'tuer le G & la position -3 par un A. Le frag- 
ment mutd a 6t6 introduit ensuite entre les sites EcoRI 
5 et Kpn l du plasmide pTGI-POLY- (qui est un mini plasmide 
de 2,1 kb similaire ci pTG1H mais qui contient un segment 
poly linker de M13TG131. 

Le fragment Kpn i- Hind lll provenant de PJ 19-13 
a 6t6 ensuite clon6 dans le m§me plasmide (entre Kpn l 

10 et Hind lll) , suivi par un fragment Hindlll-Xhol de PJ 
19-6 (entre Hindi I I et Sai l) pour g^ndrer une sequence 
codante env complete flanqude par deux sites Pst I 
(plasmide pTGI 124) . 

L' introduction de ces deux sites de restriction 

15 PstI permet une manipulation plus ais6e de 1*ADN du gfene 
env dans la suite de la construction. Coitune cela a &t6 
' indiqud pr6c6deminent ^ 1' expression d'une protdine h6t6- 
rologue dans le virus de la vaccine n^cessite que la 
sequence codante soit align^e avec une sequence de pro- 

20 moteur de la vaccine et soit ins^r^e dans un segment non 
essentiel de I'ADN de la vaccine. Get ADN situd de part 
et d* autre permet la recombinaison avec le gdnome de la 
vaccine in vivo par une double recombinaison r^ciproque, 
qui transffere la sequence codante et le promoteur accom- 

25 pagnant dans le genome de la vaccine- 

Pour ce fairer le fragment Pstl-PstI mentionn6 
pr^c^demment a 6t6 clond dans le site Pst I de pTG186-POLy. 
On obtient ainsi un plasmide d^nomm^ pTG1125. 

Le plasmide pTG186-POLY peut etre q6nir6 k partir 

30 du plasmide pTG188 dig^r6 par Pst I et religu6 par la 
ligase T4, 

Le plasmide pTG188 a dtd d6pos^ le 20 juin 1985 
k la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes 
de I'Institut Pasteur - 28, rue du Docteur Roux - 75015 
35 PARIS sous le num^ro suivant : 

E. Coli 5KpTG188 = I 458. 
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Le transfert de la sequence codante du gfene 
env et du promoteur accompagnant dans le gdnome de la 
vaccine est effectud conune suit. 

EXEMPLE 3 

^ Clonage dans le virus de la vaccine 

pour g^ndrer W«TG.e LAV 9-1 
La strategic ddcrite par Smith et coll. (1983) 
repose sur l'6change in vivo entre un plasinide portant 
un insert dans le gfene W TK et le genome viral de type 

1 0 sauvage de f aeon h inactiver le gfene TK port6 par le 

virus. Les virus TK peuvent Stre s^lectionn^s par 6ta- 
lement sur une lign^e cellulaire (TK-n^gative) *en 
presence de 5-bromod6oxyuridine (5BUDR) (Mackett et 
coll., 1982). La thymidine kinase phosphoryle le 5BUDR 

15 en 5 ' -monophosphate , qui est ensuite converti en tri- 
phosphate. Ce compose est un analogue de dTTP et son 
incorporation dans I'ADN bloque le d^veloppement correct 
du virus. Un virus TK" peut n^anmoins r^pliquer son ADN 
normalement et il conduit k des plages virales visibles 

20 dans une lign^e cellulaire ^galement TK". 

Le virus de la vaccine se propage dans le 
cytoplasme des cellules infectdes plut6t que dans leur 
noyau. C'est pourquoi il n'est pas possible de tirer 
avantage de la machinerie de replication et de trans- 

25 cription de I'ADN de l'h6te et il est n^cessaire que 
le virion possfede les composants pour !• expression de 
son genome. L*ADN de W purifi6 est non infectieux. 

Afin de g^n^rer les recombinants ^ il est ndces- 
saire d'effectuer simultan^ment 1* infection cellulaire 

30 avec du virion W et une transfection avec le segment 
d*ADN clond qui pr^sente de I'intdrSt. Toutefois, la 
generation des recombinants est limitee It la petite 
proportion des cellules qui sont competentes pour la 
transfection par I'ADN. C'est pour cette raison qu'il 
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a 6t6 n^cessaire de mettre en oeuvre une strat^gie de 
"congruence" indirecte pour r^duire le bruit de fond 
des virus parentaux non-recombinants . Ceci a 6t6 effec- 
tu4 en utilisant comme virus infectieux vivant un mutant 
5 theriTiOsensible (ts) de la vaccine qui n'est pas capable 

de se propager k une temperature non permissive de 
39,5*^0 (Drillien et Spehner, 1983). Lorsque les cellules 
sont infect^es par un mutant ts dans des conditions non 
permissives et transfect^es avec I'ADN d'un virus de 

10 type sauvage, la multiplication virale interviendra 

seulement dans les cellules qui sont comp^tentes pour 
la transfection et dans lesquelles une recombinaison 
entre 1*ADN viral sauvage et le gdnome du virus ts aura 
eu lieu ; aucun virus ne se multipliera dans les autres 

15 cellules, en d^pit du fait qu'elles ont 4t6 infectdes. 
Si un plasmide recombinant contenant un fragment de 
I'ADN de vaccine tel que pTG11.25 est inclus dans le 
melange de transfection, ^ la concentration appropri6e, 
avec I'ADN du type sauvage, il est ^galement possible 

20 d'obtenir qu'il participe ^ la recombinaison homologue 
avec I'ADN de la vaccine dans les cellules comp^tentes. 

Des monocouches de cellules primaires de fibro- 
blastes d'embryons de poulets (CEF) sont infect^es ^ 
33**C avec W-Copenhague ts7 (0,1 pfu/cellule) et trans- 

.25 fect^es avec un coprdcipit^ au phosphate de calcium de 
I'ADN du virus de type sauvage W-Copenhague (50 ng/10^ 
cellules) et le plasmide recombinant (50 ng/10^ cellules) 
Aprfes incubation pendant 2 heures k une tempera- 
ture qui ne permet pas le ddveloppement du virus ts 

30 (39,5*'C), les cellules sont incub^es de nouveau pendant 

48 heures k 39/5**C. Des dilutions de virus ts* sont 
utilis^es pour rdinfecter une monocouche de cellules 
humaines 143 B i 37**C qui sont ensuite incubdes en presence 
de 5BUDR (150 ug/ml) . Diff^rentes plaques de virus TK* 

35 sont obtenues k partir de ces cellules qui ont regu le 
plasmide recombinant, tandis que les cultures contrfiles 
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sans plasmide ne montrent pas de plaques visibles. Les 
virus TK* sont ensuite sous-clones par une deuxifeme 
selection en presence de 5BUDR, 

Une double recombinaison r^ciproque correcte 
5 entre le plasmide hybride pTG1125 et le genome de W 
aboutit k I'dchange du qhne TK portant 1' insert avec 
le g^ne TK du virus, les recombinants devenant ainsi TK . 

Les ADN purifies i partir des diff^rents virus 
recombinants TK* sont dig6rds par Hind lll et soumis k 

10 une dlectrophorfese sur gel d' agarose. Les fragments 

d'ADN sont transf^r^s sur un filtre de nitrocellulose 
selon la technique d^crite par Southern (1975) • Le 
filtre est ensuite hybride avec le plasmide pTGIIZS nick- 
translate au P. Aprfes lavage du filtre , ce dernier 

15 est fluorographic et des bandes de 3.85, 2.9, 0.8 Kb sont 

visibles sur 1 ' autcradiographie quand le virus vaccine 
a incorporC le gfene env du LAV. L*un de ces recombinants 
W.TG. eLAV 9-1 a 6t6 sClectionnC pour les Etudes sui- 
vantes . 

20 EXEMPLE 4 

ProtCine env synthdtisde ci partir 

d'un virus recombinant vaccine-LAV 

Pour mettre en Evidence 1' expression du ghne 

env du LAV k partir du virus vaccine hybride, on infecte 

25 des cellules de rongeur, BHK21 , qui sont cultiv^es dans 

un milieu G-MEM + 10 % de sCrum de veau foetal avec 

ledit recombinant W.TG. eLAV 9-1. 

Une monocouche semi-conf luente fraiche 

(10^ cellules) est infectCe avec 0,2 pfu/cellule et 

30 incubCe pendant 18 heures. 

Le milieu est ensuite Climind et on ajoute un 

milieu h faible teneur en methionine (1 ml pour 10^ cel- 

35 

lules) supplements avec 10 \il/ml de methionine S. 
Les cellules sont incubSes k 37**C et les proteines 
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marquees sont collect^es par centrif ugation . Aprfes sepa- 
ration en culot et surnageant, les prot^ines sont incub^es 
avec un sdruiu appartenant h un patient attaint de SIDA. 
Les prot^ines r^agissant avec le s^rum sont r^cup^rdes 
5 par adsorption sur une rdsine protdine A-s6pharose et 

^tal^es par ^lectrophor^se sur un gel de polyacrylamide 
SDS et autoradiographi^es selon une technique d^crite par 
Lathe et al., 1980. Les autoradiographies montrent que le 
s^rum du patient atteint du SIDA lie specif iquement trois 

TO protdines des extraits cellulaires infectds (le r^sultat 
est identique ou similaire ^ celui obtenu avec d'autres 
scrums de patients) . Les poids mol^culaires apparents de 
160, 120 et 41 Kd suggferent Inequivalence avec les bandes 
gp 160, gp 120 et gp 41 identifi^es par des scrums de 

15 malades atteints du SIDA, dans une preparation de glyco- 

proteine env > authentique et dans des extraits de cel- 
lules infectees par le virus LAV. Cette observation que' 
trois proteines sont exprimdes li partir du vecteur recom- 
binant portant seulement la sequence codant pour le gfene 

20 env du LAV supporte I'hypothfese que la gp 120 et gp 41 

sont gdn^rees par clivage proteolytique du produit de 
traduction primaire gp 160. 

La sequence codant pour env conduit ci un produit 
de traduction primaire d* environ 90 kDA alors que le 

25 pr^curseur de env obtenu par le proc^dd precedent pre- 

sente un poids moieculaire apparent d' environ 160 kDA. 
Cette difference est attribuee k une glycosylation trfes 
importante. Par digestion avec l*endoglycosydase F qui 
eiimine les groupes glycosyl, on a pu mettre en evidence 

30 une bonne correlation entre les produits obtenus par la 

presente invention et les produits prevus (figure 1). 
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EXEMPLE 5 

Mise en Evidence des antlcorps anti* 
env Chez des souris vaccin^es avec 
le virus W.TG.e LAV 9-1 
5 Des souris Balb/.c miles de 5 seinalnes sont 

vaccin^es par injection sous-cutan^e de 5.10^ pfu de 
virus W*TG.e LAV 9-1 par animal. Elles regoivent une 
injection de rappel avec la mSme dose apr^s 2 semaines , 
et subissent une prise de sang 1 , 2 et 4 semaines apr^s 

10 le rappel. La presence d'anticorps dirig^s contre des 
determinants du virus LAV et du virus de la vaccine 
dans leurs scrums est recherch^e. 

Tous les animaux vaccinas donnent des scrums 
capables de r^agir avec le virus de la vaccine dans un 

-|5 test ELISA. Par contre, la rdponse en test ELISA contre 
le virus LAV est faible et peu reproductible. Pour am6- 
liorer la sensibility des tests, une technique de 
"Western blot" a 6ti utilis^e. Cette mdthode permet de 
mettre en Evidence les anticorps capables de r^agir avec 

20 les prot^ines du virus LAV apr^s que celles-ci aient ^t^ 
denatur^es au SDS dans un gel d ' ^lectrophorfese et trans- 
ferees sur une membrane de nitrocellulose. Dans cette 
experience, les membranes de nitrocellulose employees 
sont celles du kit LAV-BLOT vendu par Diagnostic Pasteur 

25 et sur lesquelles les protdines du virus LAV sont ddj^i 

fix^es. Ces membranes sont decouples en bandes, et chaque 
bande est incubde avec le s^rum des souris vaccin^es 
(dilution au 1/20). Un deuxifeme anticorps (mouton anti- 
souris) lie i la peroxydase permet de visualiser les 

30 proteines du virus LAV qui ont fixe des anticorps de 
souris . 

Plusieurs serums (12/27) donnent une reaction 
spdcifique avec une proteine de poids moieculaire autour 
de 160 kOA, correspondant k la gp 160 de env (figure 2). 
35 Dans un certain nombre de serums, on observe egalement 
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une reaction avec la prot^ine gp 41- II faut noter que 
les scrums de quelques souris produisent en Western blot 
des signaux correspondant Sl des prot^ines non-identif i6es 
de la preparation de virus LAV fix6e sur les membranes. 

5 EXEMPLE 6 

Construction de pTG1128 
Ce plasmide pTG1128 est identique au plasmide 
1125 i ceci prfes que la sequence codant pour la zone 
transmembranaire a 6t& mut4e pour remplacer I'arginine 
10 par une isoleucine, ceci afin d'amdliorer I'accrochage 
de la protdine dans la membrane cellulaire. 

Le fragment Hind lll- BamH I de pTG1124 contenant 
la zone transmembranaire de env d^crit k I'exemple 2 est 
insure dans le phage M13 TGI 31 aprfes une digestion Hind i 1 1- 
15 BamHI ■ On obtient ainsi un phage Ml 3 TGI 54. 

On effectue ensuite sur ce phage Ml 3 TGI 54 une 
mutag^nfese localisde destin^e Sl remplacer le codon 
codant pour I'arginine par un codon codant pour I'iso- 
leucine. On utilise pour ce faire 1 'oligonucldotide 
20 suivant : 

5 ' GGTTTAATAATAGTTTT 3 ' . 
On obtient ainsi le phage Ml 3 TGI 55^ les sequen- 



ces ayant 6t6 modifi^es comme suit : 





Gly 


Leu 


Arg 


He 


Val 


sequence originale : 


GGT 


TTA 


AGA 


ATA 


GTT 


Sequence mut^e : 


GGT 


TTA 


ATA 


ATA 


GTT 








lie 







Le fragment BamHI-Kindlll ainsi mutd est trans- 
fdr6 de Ml 3 TG15S dans le plasmide pTG1124 dans des sites 
30 Equivalents pour donner le plasmide pTG1127 qui reconstitue 
le qhne env comme pricEdemment sauf que le codon de 
I'arginine a 6t& remplac6 par un codon isoleucine. 

Comme cela a 6t6 d^crit dans l^exemple 1, le 
fragment Pst l-PstI de pTG1127 est clonE dans le site PstI 
35 du plasmide pTG186-PGLY pour donner le plasmide pTG1128. 
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EXEMPLE 7 
Construction du plasmide pTG1130 
Dans ce plasmide, la sequence codant pour la 
zone transmembranaire de la glycoprot^ine rabique est 
5 fusionn6e avec le d^but de la sequence codant pour la 
partie hydrophobe de la glycoprotdine env. 

La zone transmembranaire de la glycoprot^ine 
rabique provient d'un fragment BamHI-PstI du phage 
M13 TGRG151 • 

10 Ce fragment est clon6 dans le phage M13 TGI 54 

entre les sites BamHI et Pst I (voir exemple pr6c6dent) • 

On obtient ainsi le phage Ml 3 TGI 56. 

On effectue ensuite une mutag6nfese localis^e 

sur Ml 3 TGI 56 pour fusionner en phase les sequences env 
15 et rage avec un oligonucleotide en formant une boucle 

5* GCTGTGGTATATAAAATATGTATTACTGAGTG 3' 



Tyr Leu Lys lie Phe Gly Lys Tyr Val 

TAT ATA AAA ATA TTC GGG AAG TAT GTA 

^ ^ 

tm env ^ ^ tra rage 



20 On obtient ainsi le phage Ml 3 TGI 57. 

La zone transmembranaire (tm) de la glycopro- 
t^ine rabique qui vient d'etre fusionn6e avec le gfene 
env est ensuite transferee dans le plasmide pTG1124. 

Pour ce faire, on clone le fragment H ind i 1 1-* 
25 Bgl ll de Ml 3 TGI 57 dans pTG1124 dont on a effectue une 
restriction Hindlll-BamHI (ceci detruit les sites Bam HI 
et Bglll) . 

Le site Bgl ll de Ml 3 TGI 57 provient du fragment gp 

rage : 
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10 



20 



BamHI Bglll 

I V///y///A \ 



t.m. PstI 

On obtient ainsi le plasmide pTG1126. 
Comme pr6c6deminent le fragment Pstl-PstI de 
pTG1126 est clon6 dans le site Pst I de pTG 186-POLY pour 
donner le plasmide pTG1130. 

EXEMPLE 8 
Construction de pTGn31 
L'objectif de la construction de ce plasmide 
est de fusionner la sequence signal du gfene env et la 
sequence signal de la glycoprot^ine rabique. 

La sequence signal de la glycoprotdine de la 
rage est pr^levde i partir du plasmide pTG155 PRO sous 
15 forme d'un fragment Bgl ll- Hind lll qui est clond dans les 

sites Pstl-Hlndlll de Ml 3 TGI 30 grace \ un adaptateur 
simple brin ayant la sequence suivante : 

5* GATCTGCA 3' 



On obtient ainsi le phage Ml 3 TGI 58. 
Le transfert du peptide signal de env dans 
Ml 3 TGI 58 est ensuite r^alis^ afin de fusionner ce der- 
nier avec le gfene codant pour le peptide signal de la 
glycoprot^ine rabique. 

On effectue pour ce faire le clonage du fragment 
25 Pst I traitd la nuclease SI puis i la Klenow et Kpn l 

dans Ml 3 TGI 58 coup6 par Hind lll trait6 \ la Klenow- Kpn l 
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EcoRI Kpnl Pst'/Hindlll' Pst*/Bglll* 
Ml 3 TGI 30 —I j !//////[ 1 



signal 
env 



signal 
rage 



10 



On obtient ainsi le plasmide Ml 3 TGI 59. 
On transf^re le bloc KpnI-PstI de Ml 3 TGI 59 
dans Ml 3 TGI 31 pour obtenir le plasmide Ml 3 TGI 60. 



Ml 3 TGI 31- 



Pst /Bglll HindVPst» 



Kpnl 



EcoRI 



signal 
rage 



signal 
env 



Une mutag^nfese localis^e sur Ml 3 TGI 60 permet 
15 de fusionner en phase les sequences env et glycoprot^ine 

rabique (en formant une boucle) . Ceci grace k 1' oligo- 
nucleotide 



5' GACCCACAATTTTTCTGTAATAGGGAATTTCCCAAA 3* 



Signal rage env 
20 Cys Phe"l Gly Lys Phe Pro lie Tyr Thr Gin Lys Leu 

5' TGT TTT GGG AAA TTC CCT ATT TAG AC A GAA AAA TTG 

s y 

On obtient ainsi le phage Ml 3 TGI 61. 
Le fragment PvuII-Kpnl de Ml 3 TGI 61 est alors 
clond dans pTG1126 coupd par EcoRI traits 2i la Klenow-K£nI 
25 (le site PvuII de Ml 3 TGI 61 provient de Ml 3 dans la region 
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situ^e en artiont du polylinker) . Ceci conduit au plasmide 
pTG1129. 

Par clonage du fragment Pstl-PstI de pTGn29 
dans le plasmide pTGl86-POLY coupd par PstI, on obtient 
5 le plasmide pTG1131. 



EXEMPLE 9 
Preparation du plasmide pTG1132 
Par clonage du fragment Pstl-PstI de pTG1128 
dans le site PstI de Ml 3 TGI 31, on obtient le plasmide 
10 M13 TGI 62. 

On effectue ensuite une mutag^nfese localis6e 
grace h 1 'oligonucleotide 

5' ATTCCCACTGCTTAGTATTCATTCTGCACCACTC 3' 

Ceci permet de placer un codon stop k la fin 
15 de la gp120. Les sequences obtenues sont les suivantes : 



Sequence originale : CAG 




GCA GTG 



site de clivage pr^sumd 
de la gpl 20 



20 N E Y jexx 

sequence mut^e : CAG AAT GAA TAC TAA GCA GTG 

On obtient ainsi le phage Ml 3 TGI 68. 
Par reclonage du fragment Pst I de Ml 3 TGI 68 
dans le site de Pst I de pTG1B6-P0LY, on obtient le plas- 
25 mide pTG1132. 
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EXEMPLE 10 
Construction du plasmide pTG1133 
Par mutag^nfese localis^e sur Ml 3 TGI 62 grSce 
k 1 'oligonucleotide suivant : 

5' ATTCCCACTGCTTGGTGTTCATTCTGCACCACTC 3' 

pn obtient un bacteriophage dans lequel un site potentiel de 
de clivage s^parant gp 120 et gp 40 a 6te detruit. 

Les sequences modifi^es sont les suivantes : 

sequence originale : CAG AGA GAA AAA AGA.GCA GTG 

R E K R 1 A V 



site de clivage 

sequence mutee : CAG AAT GAA CAC CAA GCA 

N E H Q 

On obtient ainsi le phage M13TG165. 
15 Par reclonage du fragment Pstl-PstI de Ml 3 TGI 6 5 

dans PTG186-POLY au site PstI, on obtient le plasmide 
PTG1133. 

EXEMPLE 11 
Construction du plasmide pTGn34 
20 Par clonage du fragment PstI -PstI de pTG1131 

dans le site PstI de Ml 3 TGI 31, on obtient le phage 
Ml 3 TGI 63. 

On effectue une mutag6n%se localisee sur Ml 3 TGI 63 
afin de detruire le meme site de clivage de la gp120 que 
25 precedemment. Pour ce faire, on utilise un oligonucleotide : 



5« ATTCCCACTGCTTGATGTTCATTCTGCACCACTC 3' 
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Ceci permet de modifier les sequences de la 
fagon suivante : 

R E K R 
Sequence originale : CAG AGA GAA AAA AGA |gca GTG 

5 sequence mntde : CAG AAT GAA CAT CAA GCA 

N E H Q 

On obtient dans ces conditions le phage 
M13 TG166. 

Par reclonage du fragment Pstl-PstI de ce 
10 phage Ml 3 TGI 66 dans le site PstI de pTGia6-P0LY, on 

obtient le plasmide pTG1134. 



EXEMPLE 12 
Immunoprecipitation des prot^ines 
synthdtis^es par les virus recombi - 
15 nants W.TG. eLAV. 

En operant comme cela a 6te ddcrit prdcddemment 
pour le plasmide pTG1125, on obtient les vecteurs vaccine 
hybrides correspondant aux diff^rents plasmides pr^par^s 
pr^cddemment . 

20 

Ces vecteurs viraux seront appel^s respectivement 



W.TG. eLAV 1128 
W.TG. eLAV 1130 
W.TG. eLAV 1131 
W.TG. eLAV 1132 
25 W.TG. eLAV 1133 

W.TG. eLAV 1134. 



Les protdines obtenues comme cela a 6t6 ddcrit 
pr^c^demment sont test^es par immuno-pr6cipitation 
(figure 3) . 
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L' ensemble des immuno-pr^cipit^s fait apparaltre 
pour le virus 9-1 , une immuno-pr^cipitation correspondant 
h la gp160, la gp120 et la gp4K 

II en va de mSme pour le virus 1128. 
5 Le virus 1130 montre 6galement une gp160 et une 

gpl 20. 

La protdine correspondant k la gp41 a un poids 
l^gferement infdrieur d<i h la modification de son extr6- 
mit6 C-terminale. 
10 Le virus 1131 pr^sente un spectre sensiblement 

identique h celui obtenu pour le virus 1130. 

Le virus 1132 ne presents pas bien entendu de 
prot^ine correspondant ci la gp41* La prot^ine de 105 kDA 
pr^sente dans les culots est \ine isoforme de la gpl 20 
15 (glycosylation dif f^rente) . 

En ce qui concerne le virus 1133, celui-ci 

pr^sente bien des prot^ines 160, 120 et 41 mais les bandes 

correspondant aux proteines 120 et 41 sont plus faibles 

que dans les autres spectres . 
20 II en va de m§me pour le virus 1134 avec lequel 

la gp41 pr^sente dgalement un poids moldculaire plus 

faible mais pour lequel il est clair que le clivage s'est 

fait avec une cin^tique plus lente que celle des virus 

W.TG.1125 (9-1) ^ 1131. 

25 Exemple 13 Construction du plasmide pTG113S. 

Les cinetiques de relargage effectuees sur le virus 
W.TG.eLAV1133 et 1134 montrent que, bien que la cinetique de 
coupure entre la gpl20 et la gp40 soit plus lente, le clivage 
a encore lieu. L'examen de la sequence d'ADN du gene env 
30 revele un autre site potentiel de clivage (KRR), 8 acides air.ir.is 
aval du premier site de clivage.U peut done paraltre important de 
muter ce d uxieme site afin d'obtenir un virus de la vaccine 
recombinant qui n* exprime que de la gpl60. 
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Par mutagen^se localisee sur M13TG166 grace a L* oli- 
gonucleotide suivant : 

5 * ATTCTGCACCACGTGATTCTGTGCCTTGGTGGGT 3 * 

on obtient un phage dans lequel le deuxieme site de clivage 
est modifie. Les sequences modifiees sont les suivantes : 

sequence originale : GCA AAG AGA AGA GTG 
10 A K R R V 

t 

site de clivage potentieL 

sequence mutee : GCA GAG AAT CAC GTG 

15 A Q N H V 

Le fragment Pstl-PstI du phage obtenu (M13TG181) est 
clone dans pTG186POLY au site PstI pour generer le plasmide 
PTG1135. 

20 

Exemple 1 4 Construction du plasmide pTG1139. 

La partie C-terminale du gene env synthetisee par le 
2 5 vecteur de la vaccine recombinant W.TG .eLAV113 5 est une 

sequence derivant de la glycoproteine rabique, II peut done 
paraltre utile de disposer egalement d' un autre recombinant 
ou cette partie C-terminale serait remplacee par la partie C- 
terminale du gene env du virus LAV. 

30 

Pour ce faire, on effectue sur le phage M13TG165 la 
meme mutagenese que celle effectuee (voir exemple ll) sur le 
phage M13TG166, pour generer le phage M13TG184. 

35 Le fragment Pstl-PstI de M13TG184 est ensuite redo- 

ne dans le plasmide pTGieSPOLY pour generer le plasmide 
pTG1139. 
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Exemple 1 5 Construction du plasmide pTGLi36. 

On voudrait encore disposer d*an virus de la vaccine 
recombinant exprimant la gpl20 seule, Cette gpl20 sera, con- 
5 trairement au cas obtenu avec Le virus VV.TG. eLAVIL32, munie 

d'une zone d'ancrage C-terminale, 

Pour ce faire, on elimine par mutagenese locaLisee 
les sequences correspondant a La gp40 dans le phage M13TG181 
10 a I'aide de 1 * oligonucleotide suivant ; 



5 • TGCACTCAGTAATACATACACGTGATTCTGTGCCTT 3 ' 

Get oligonucleotide permet de fusionner en phase les 
15 sequences gpl20 (avec les 2 sites de clivage modifies) et les 

sequences de la zone transmembranaire de la glycoproteine 
rabique 



20 



K A Q N H V V 



F Y V L L 



AAG GCA GAG AAT CAC GTG 



GTG -| — TTC 



TAT GTA TTA GTG 



gpl20 



TM rage 



25 On obtient ainsi le phage M13TG182. Le fragment Pstl-PstI de 

M13TG182 est ensuite insere au site PstI de pTG186POLY pour 
generer le plasmide pTG1136. 



30 Exemple 1 6 Construction du plasmide pTG1137. 

Le role de la zone hydrophobe situee a la partie N- 
terminale de la gp40 est peu connu, Cette zone de la proteine env 
pourrait etre responsable du pouvoir d'induction de formation des syncitia. 
35 II semble done interessant de produire une gpl60 qui ne 

contiendrait pas cette sequence. 



10 
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Pour ce faire# on fusionne en phase les sev^uences en 
amont et en aval de La partie codant pour ce peptide hydro- 
phobe dans le phage M13TG18L grace i i ' oligonucleotide sui- 
vant : 

5 • CAAT AATTGTCTGGCCTGCACGTGATTCTGTGCCTT 3 ' 

Ceci permet d*obtenir le phage t413TG183 en realisant la fusi- 
on : 

AAG GCA GAG AAT CAC GTG GTG 4— GTA GAG GCC AGA CAA 



K A Q N H V 



Q A R Q 



3^5 gpl20 partie hydrophile 

de la gp40 

Le fragment Pstl-PstI de M13TGia3 est redone dans 
le site PstI de pTGiaSPOLY pour generer le plasmide pTG1137. 

20 

Exemple 1 7 Construction du plasmide pTG1138. 

En plus de virus recombinants exprimant la gpl60 ou 
25 la gpl20, il peut etre utile de generer un virus de la vacci- 

ne recombinant exprimant la gp40 seule. 

Pour ce faire, on fusionne les sequences codant pour 
le peptide signal avec les sequences codantes de la gp40 sur 
30 le phage M13TG163 grace a 1' oligonucleotide suivant : 



5 ' CAATAATTGTCTGGCCTGAATAGGGAATTTCCCAAA 3 ' 
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Ceci permet de g^ndrer le phage Mi3TG180, qui comporte la 
fusion : 

TGT TTT GGG AAA TTC -| — CAG GCC AGA CAA 



G K 



Q A R Q 



signal 
de la 

gp rabique 



gp40 (partie 
hydrophile) 



Le fragment Pstl-PstI de M13TG180 est insere au site 
PstI de pTG186POLY pour donner le plasmide pTG1138. 



15 



20 



25 



30 



Exemple 18 Construction du plasmide pTG1162. 

Comme dans le cas de la gpl60 (plasmide pTG1139), il 
peut etre important de disposer Sgalement d'un virus recombi- 
nant exprimant une gp40 dans laqueLle la zone d'ancrage et la 
zone intracytoplasmique soient les sequences du gene eny du 
virus LAV plutot que les sequences correspondantes de la 
glycoprot4ine rabique. 

Pour obtenir ceci, on remplace le fragment Hindlll- 
Bgll de M13TG180 par le fragment Hindlll-Bgll de M13TG165, en 
ginerant le phage M13TG190. 

Le plasmide pTG1162 est obtenu par clonage du frag- 
ment Pstl-PstI du phage M13TG190 dans le site PstI du plasmi- 
de pTG186POLY. 



Exemple 19 Construction du plasmide pTG1163. 

35 

II semble auasi important d' obtenir un virus de la 
vaccine recombinant qui synth'tis une gpl60 non clivee et 
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secretee dans le milieu. En effet, cette proteine pourrait 
etre utilisee comme vaccin tue, en associacion avec des adju- 
vants, ou incluse dans des liposomes ou des ISCOMS (Morein 

et alM Nature (195^*) 308, 5958 p.a57.60). 
5 On construit pour cela le bacteriophage M13TG194, 

dans lequel les sequences codant pour les regions extracyto- 
plasmique et intracytoplasmique sont fusioanees en phase, dans 
le bacteriophage M13TG184 grSce k 1 •oligonucleotide suivant : 

IQ 5 • TCCCTGCCTAACTCTATTTTTTATATACCACAGCCPi 3 * 

Le fragment Pstl-Pstl de M13TG194 est ensuite clone 
au site Pst I de pTG186POLY pour donner pTGllS3. 

Les proteines recombinantes ainsi obtenues, et en particulier 
la gpl60 non clivable, peuvent etre utilisees dans des kits de diagnostic 
-| 5 pour detecter les anticorps potentieis presents dans le sang des malades 

ayant ete en contact avec le virus. Ces tests peuvent etre mis en oeuvre 
selon des processus connus de I'homme de Tart, par exemple par ELISA, 
RIPA, "Westhern Blot" (Immuno-empreinte). 

Ces proteines peuvent egalement etre utilisees pour la 
20 realisation d'hybridomes et d'anticorps monoclonaux destines a detecter 

la presence de virus dans des echantillons, 

Les diff brents plasmides et phages Ml 3 sont 
d^crits notamment dans les demandes de brevet suivants : 
M13 TG131 : Kieny et al,, 1983 
25 Ml 3 TGRG151 : WO 83/04052 

pTG155 PRO : FR 84 06499 
Ml 3 TGI 30 : Kieny et al., 1983 - 

Les plasmides suivants ont 6t6 d^pos^s le 
16 novembre 1984 li la Collection Nationale de Cultures de 
30 Microorganismes de I'Institut Pasteur et sont d^crits dans 

le brevet GB-A-84 29099 : 
PJ 19-6 : CNCM N** 366-1 
PJ 19-13 : CNCM N** 367-1 • 

Le plasmide pTG1125 a 6t& d6pos6 le 6 juin 1986 dans 
la mSme collection, sous forme de bact^rie transformde : 
E. coli 1106/pTG1125, sous le n** 1-557. 
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REVENDICATIONS 

1. - Vecteur viral caractdris6 en ce qu'il 
comporte au moins : 

- une partie du genome d'un virus, 

5 - un gfene codant pour I'une des glycoprot^ines 

(gp) de I'enveloppe du virus responsable du SIDA, 

- ainsi que les 616ments assurant 1' expression 
de cette glycoprot6ine dans des cellules. 

2. - Vecteur viral selon la revendication 1, 
10 caract6ris6 en ce que la partie du g6nome d*un virus 

est une partie du genome d'un poxvirus. 

3. - Vecteur viral selon la revendication 2, 
caract^ris^ en ce que le poxvirus est la vaccine. 

4. - Vecteur viral selon les revendications 1 3, 
15 caract^ris^ en ce que le g%ne codant pour l*une des gp de 

I'enveloppe est le g^ne codant pour la gp 160. 

5^ _ Vecteur viral selon les revendications 1 St 3, 
caracteris^ en ce que le gfene codant pour l*une des gp 
est le gfene codant pour la gp 41. 
20 6. - Vecteur viral selon les revendications 1^3, 

caract^ris^ en ce que le g^ne codant pour I'une des gp 
est le gfene codant pour la gp 120. 

7. - Vecteur viral selon les revendications 1^6, 
caractdris^ en ce que le gfene codant pour la gp de I'enve- 

25 loppe du virus responsable du S.I.D.A. est pr6c6d6 de la 
sequence signal S du gfene env , 

8. - Vecteur viral selon les revendications 1 k 7, 
caract6ris6 en ce que le gfene codant pour la gp de I'enve- 
loppe du virus responsable du S.I.D.A. est suivi de la 

30 sequence transmembranaire tm du gfene env . 

9. - Vecteur viral selon les revendications 1^8, 
caract^risd en ce qu'il comporte une sequence signal et/ou 
tine sequence transmembranaire provenant d'un virus h^tdro- 
logue . 
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10. - Vecteur viral selon la revendicatlon 9, 
caract^ris^ en ce que la sequence signal et/ou la sequence 
transmembranaire provenant d'un virus h^t^rologue provient 
du virus de la rage. 
5 11.- Vecteur viral selon les revendications 1 ci 3 

et 7 k 10, caract^ris^ en ce que le gfene codant pour I'une 
des gp est le gfene env total comportant depuis I*exrr6mit6 
5' : 

- la sequence signal du gfene env , 
10 - la gp 120, 

- la gp 40, 

- la zone transmembranaire (tm) du gfene env . 

12. - Vecteur viral selon la revendicatlon 11, 
caractdris^ en ce que le gfene codant pour le gfene env 

15 total est le gfene env du virus LAV. 

13. - Vecteur viral selon les revendications 7 ^ 
12, caract^risd en ce que la zone tm a 4td mutde pour 
remplacer le codon Arg par un codon lie. 

14. - Vecteur viral selon les revendications 1 k 
20 13, caract^risd en ce que le gfene env a subi une mutation 

pour supprimer le site de clivage par les proteases entre 
la gp 120 et la gp 40. 

15. - Vecteur viral selon I'une des revendications 
1 ^14, caractdris^ en ce que la sequence d*ADN codant pour 

25 la ou les gp est sous la ddpendance d*un promoteur d'un 

g6ne du proxvirus. 

16. - Vecteur . viral selon la revendicatlon 15, 
caractdris^ en ce que le promoteur est un promoteur du 
ghne de la vaccine. 

30 17. - Vecteur viral selon la revendicatlon 16, 

caract6ris6 en ce que la sequence d*ADN codant pour la 
ou les gpvest sous le contrSle du promoteur du gfene de 
la prot^lne 7,5 K de la vaccine. 

18. - Vecteur viral selon I'une des revendications 

35 15 2i 17,. caract^risd en ce que la sequence codant pour la 

ou les gp est clon^e dans le gfene TK de la vaccine. 
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19. Vecteur viral selon I'une dea revendications 1 a 

, caracterise en ce que le gene eny a 
5 gubi au moins deux mutations pour supprimer les sites de 

clivage par les proteases dans la r4gion de la jonction gpl20 
et gp40 . 

20. Vecteur viral selon la revendication 13 caracte- 
rise en ce que les sequences codant pour lea regions excracy- 

10 toplasmique et intracytoplasmique sont fusionnees en phase, 

apres deletion du peptide hydrophobe C-terminal. 

21. Vecteur viral selon I'une des revendications 1 a 

, . caractSrise en ce que le gene codant 
pour la gp40 est depourvu des sequences codant pour la partie 
15 M-terminale hydrophobe de cette gp. 

22. Vecteur viral selon I'une des revendications 1 ai9 

. caracterise en ce que les regions 
extracytoplasmique et intracytoplasmique de la gpl60 sont 
20 fusionnees en phase, apres deletion du peptide hydrophobe C- 

terminal . 

23. Vecteur viral selon I'une des revendications 
precedentes. caracterise en ce qu'il comporte une sequence 
codant pour I'une des prot4ines suivantes : 
25 J 

- s - gpi20 gp40 - ^^^^ " 

, S est un peptide signal. 

. gpl20 est la glycoproteine 120, 

. J schematise la partie de jonction entre la gpl20 et la 
30 gp40 depourvue de site de clivage par les prot4ases, 

. gp40 est la glycoproteine 40, 
. tm est un peptide transmembranaire. 

24. Vecteur viral selon la revendication 23 caracte- 
rise en ce que la glycoproteine 40 est depourvue de son ex- 
35 treraite N-terminale hydrophobe. 
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25w Vectear viral selon L'une dea revendicationa 19 k 
24, caracterise en ce qu'il comporte une sequence codant pour 
une proteine de structure : 

- S - gp40 - tm ou - S - gpl20 - tm 
5 dans laqueile gp40 est la glycoproteine 40 depourvue de son 

extremite N-terminale hydrophobe, tm et gpl20 ayant les 
significations donnees dans la revendicationS . 

26. - Vecteur viral choisi parmi : 

- W.TG, eLAV 1125 (9-1) 
-10 - W.TG, eLAV 1128, 

- W.TG. eLAV 1130, 

- W.TG, eLAV 1131 , 

- W.TG. eLAV 1132, 

- W.TG. eLAV 1133, 
15 - W.TG. eLAV 1134. 

27. Vecteur viral choisi parmi : 

- W.TG.eLAV1135 
, - W.TG.eLAV1 136 

- W.TG.eLAV1 137 
20 - W.TG.eLAV1 138 

28. Vecteur viral choisi parmi : 

- W.TG.eLAV1162 

- W.TG. eLAVI 163 

29 . - ADN recombinant correspondant h un vecteur 
25 viral selon I'une des revendications 1 ^28. 

30 . - Culture de cellules de mammif feres infectdes 
par un vecteur viral selon I'une des revendications 1 h 2b. 
ou comportant un ADN selon la revendication 29. 

31 . - Proc6d6 de preparation de glycoprotdines 
30 d'enveloppe de virus responsable du S.I.D.A., caract^ris^ 

en ce que I'on cultive des cellules selon la revendication 
30 et que I'on r^cupfere les glycoprot^ines produites. 

32 • - Glycoprot^ines d'enveloppe de virus respon- 
sable du S.I.D.A. obtenues par mise en oeuvre du proc^dd 

35 selon la revendication 31. 
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33. - Glycoproteins selon la revendication 32 
caractdris^e en ce qu'elle comporte, en outre, une partie 
de glycoprot^ine de la rage. 

34. - Vaccin caract^ris^ en ce qu'il est constitu^ 
par un vecteur viral selon I'une des revendications 1 h. 28 
et/ou par les glycoprot^ines selon I'une des revendications 
32. ou33.. 

3S . Vaccin selon la revendication 34, caract4rise en 
ce qu'il comporte plusieurs vecteurs viraux de structure 
differente et/ou plusieurs glycoprot4ines de structure diffe- 
rente . 

3g. Vaccin selon la revendication 35, caracterise en 
ce qu'il comporte en association les virus W.TG.eLAV1136 et 
W,TG.eLAV113a ou les glycoprot4ines correspondantes . 

37". - Anticorps dresses contra les glycoprotdines 
d'enveloppe du virus responsable du S.I.D.A., caract^ris^s 
en ce qu'on inocule un organisms vivant avec un vecteur 
viral selon I'une des revendications 1 S 28 ou avec les 
glycoproteines obtenues selon les revendications 32 ou 33 ■ 
et en ce qu'on r^cupfere les anticorps formes apr^s un temps 
determine. 
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